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(1)PRL 分泌実験においては、培養 GH3 細胞を洗浄後、 10μM のジギトニン、および各濃度の CaCF を含むバッ
ファー中でインキュベーションした。バッファーを吸引後遠心分離し、上清中の PRL を RIA にて測定した。
(2)共焦点レーザー顕微鏡で F-アクチン分布の変化を観察するため、 GH3 細胞はガラスボトムディッシュに培養し
た。まず、無処理の細胞を Zamboni 液にて固定した後1.6μM の FITC-Phalloidin で F-アクチンを染色し、非
刺激状態の F-アクチンの分布を観察した。次に、ジギトニンおよびカルシウム刺激が F-アクチン分布におよぼ
す作用を見るため、細胞を洗浄後10μM のジギトニン、またはジギトニンと 1μM の free Ca2 +を含むバッファー
中でインキュベーションし、同様に Zamboni 液にて固定、染色した。また、生細胞におけるカルシウム刺激に
よる F-アクチン分布の変化を見るためには、固定細胞同様インキュベーションした細胞を洗浄し、ただちに1.6
μM の FITC-Phalloidin で F-アクチンを染色した。それを共焦点レーザー顕微鏡で観察し、それぞれ細胞膜か
らの距離と蛍光強度を数値化することにより解析した。また、 Ca2 +刺激後の F-アクチン分布の経時的変化も同
様に観察、解析した。
(3)アクチンの脱重合抑制作用のある薬剤、 Phalloidin と促進作用のある Cytochalasin B が PRL 分泌と F-アクチ
ン分布の変化におよほす影響を観察した。
【成績】
(1) 1μM の free Ca2 -存在下で・は細胞膜透過状態の GH3 細胞からの PRL 分泌は克進し、 20分後にプラトーに達し




また、 Ca2 - 濃度0.1--10μM の間では PRL 分泌は Ca2 - 濃度依存性で・あった。
(2)非刺激状態の GH3 細胞では F-アクチンは主に細胞の辺縁部にみられた。固定細胞の観察によりジギトニンによ
る F-アクチン分布への影響は認められなかった。 Ca2 ' 刺激では辺縁部の染色強度は低下し不均ーとなったが、
細胞内部の染色強度は増加した。また、細胞辺縁部においては F-アクチンは Ca2早IJ激後 1 分以内に 5 分後と同
じレベルまで減少したが、細胞内部では 1 、 2 分後では変化がなく、 5 分後に染色強度の増加を認めた。
(3) Phalloidin の存在下ではいずれの Ca2 ' 濃度においても分泌の抑制が見られた。 F-アクチンの染色性は全体に著
明に低下し、 Ca2 - 刺激後に細胞内部の染色強度がごくわずかに上昇したのみであった。一方、 Cytochalasin B 













明の部分が多く残されている o 本研究では、内分泌細胞のモデルとして細胞膜透過処理を施した GH3 細胞を用いて、
エキソサイトーシス時の F-actin の変化を初めて定量的に評価することにより、カルシウムが直接的にアクチンネッ
トワークに作用し、分泌穎粒の細胞膜への移動を制御している可能性を示した。まず、細胞に Digitonin 処理を行い
種々の細胞内外カルシウム濃度で平衡させたときの Prolactin (PRL) 分泌を検討し、かっ F-actin 安定化剤である
Phalloidin 投与時の細胞内カルシウム変動による PRL 分泌の抑制と Cytochalasin B による部分的抑制を観察した。
次に共焦点レーザー顕微鏡を用いて固定細胞、生細胞でカルシウム刺激を行った時、細胞辺縁部の F-actin が減少し、




その手法も独創的である o 従って、本論文は学位の授与に値すると考えられる o
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